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RESUMEN 
 
Las células de cáncer de mama triple negativo (CMTN) se caracterizan por la ausencia de la 
expresión de los receptores de estrógeno alfa (RE), progesterona (RP) y el receptor 2 de factor de 
crecimiento epidérmico humano (HER2), su diagnóstico, manejo y seguimiento es un reto para 
el oncólogo clínico, porque a pesar de que la tasa de respuesta a la quimioterapia es alta, el 
periodo de duración es corto, esto se debe a mecanismos de resistencia que se desarrollan de 
forma temprana, siendo esta la contradicción del CMTN. Es por ello, que las investigaciones 
sobre esta neoplasia están principalmente orientadas a la búsqueda de biomarcadores 
terapéuticos, ya que a través de estos es posible determinar el riesgo de los pacientes, establecer 
el pronóstico e identificar la terapia sistémica más apropiada. El cáncer de mama triple negativo 
constituye un problema de salud pública por su elevada morbilidad y mortalidad.  
En el campo de la investigación contra el cáncer, grandes esfuerzos se han concentrado en 
proyectos de identificación y aislamiento de moléculas activas a partir de productos naturales. 
Dentro de estos productos se encuentran los flavonoides, los cuales tienen el potencial de 
modular muchos eventos biológicos en el cáncer, como apoptosis, vascularización, 
diferenciación celular, proliferación celular, entre otros. En este sentido, la planta Chromolaena 
tacotana se podría considerar como una fuente de compuestos con potencial anti-cáncer por su 
alto contenido de flavonoides cuyos estudios han demostrado ser potenciales agentes que pueden 
contribuir al tratamiento del cáncer de mama, colon, próstata y cuello uterino. 
Las células modelo para el presente estudio hacen referencia al CMTN; MDA MB-231 TP53-
R280K y MDA MB-231 TP53-KO, las cuales fueron expuestas a los flavonoides 2’4-dihidroxi-
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4’,6’-dimetoxichalcona (CHA1) y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (CHA2)  de las 
inflorescencias de Chromolaena tacotana R.M. King & H. Rob previamente aislados por el grupo 
de investigación PRONAUDCA. De esta manera se evalúo el efecto anti-cáncer de los 
flavonoides CHA1 y CHA2 aislados de las inflorescencias de la especie vegetal Chromolaena 
tacotana, los cuales mostraron potencial anticancerígeno frente a las células CMTN 
independientes del estado de p53.    
Por otra parte, se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo MTT, el cual indicó que la 
CHA1 tiene mayor efecto citotóxico en las líneas celulares evaluadas respecto a la CHA2, 
teniendo además en cuenta el índice de selectividad por comparación con la citotoxicidad sobre 
una línea celular sana (MRC5),  con valores de IC50 de 11,29μg/mL / IS=2,80 y  11,98 μg/mL / 
IS=2,12  para CHA1 y  CHA2 respectivamente en la línea celular MDA MB-231 TP53-KO, 
mientras que para la línea MDA MB-231 TP53-R280K fueron 12,6μg/mL / IS=2,50 y 13,94 
μg/mL / IS=1,82 para CHA1 y CHA2 respectivamente, estos datos muestran que los compuestos 
de interés son más citotóxicos para las líneas tumorales que para las células sanas y la CHA1 es 
más selectiva para ambas líneas celulares. Además, se observó cambios morfológicos en los 
núcleos y microtúbulos de las células, permeabilización de la membrana mitocondrial y por ende 
activación de proteínas apoptóticas p53, Caspasa-3 y Caspasa-7 a las 48 horas de tratamiento con 
el control positivo vincristina y los flavonoides de estudio. 
Palabras clave: Cáncer de mama, flavonoides, Chromolaena tacotana, viabilidad celular, 
potencial anticancerígeno, proteínas apoptóticas. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El término cáncer engloba un grupo numeroso de enfermedades que se caracterizan por el 
desarrollo de células anormales, que se dividen, crecen y se diseminan sin control en cualquier 
parte del cuerpo. (Puente & Velasco, 2017) 
El cáncer es una enfermedad genética, es decir, es causada por cambios en los genes que 
controlan la forma en que funcionan las células, especialmente cómo crecen y se dividen. Estos 
cambios son susceptibles a que se transmitan entre los miembros de la familia de acuerdo a 
distintos patrones de herencia. También pueden surgir durante la vida de una persona como 
resultado de errores que ocurren cuando las células se dividen o debido al daño en el ADN 
causado por ciertas exposiciones ambientales. Las exposiciones ambientales causantes de cáncer 
incluyen sustancias, como los químicos en el humo del tabaco y la radiación, así como los rayos 
ultravioleta del sol. (National Cancer Institute, 2015) 
En Colombia, el cáncer de mama presentó un porcentaje de incidencia y mortalidad de 13,1 y 8,0 
respectivamente por cada 100 000 habitantes en el año 2018, es decir, alrededor de 13 380 casos 
nuevos y 3 702 muertes de acuerdo al Observatorio Global del Cáncer de la OMS, el cual estima 
que a nivel mundial cada año se presentan 2 088 849  casos nuevos y 626 679 muertes por cáncer 
de mama. (Global Cancer Observatory, 2018)  
A pesar de que la incidencia de cáncer de mama se ha incrementado rápidamente en la mayoría 
de países desarrollados, las tasas de mortalidad han disminuido en las últimas 3 décadas. Por el 
contrario, en los países en desarrollo, la evidencia muestra un aumento acelerado en cuanto a la 
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incidencia y mortalidad de dicha enfermedad, probablemente debido al incremento de factores de 
riesgo asociados con el desarrollo económico y la urbanización (es decir, la obesidad y la 
inactividad física), cambios en los patrones reproductivos, la edad más temprana de la 
menarquia, menor duración de la lactancia materna, así como el aumento de la detección a través 
de la mamografía y el acceso a los servicios de salud. (Ministerio de Salud y Protección Social, 
2017) 
Para el tratamiento del cáncer de mama, la guía de práctica clínica colombiana presenta como 
tratamiento local radioterapia y cirugía, cuyo fin es reducir el riesgo de recurrencia local y 
mejorar la supervivencia y como tratamiento sistémico hormonoterapia y quimioterapia el cual, 
además de reducir la recurrencia y las recaídas tardías, reduce el riesgo de muerte en las 
personas. (Acuña et al., 2016)   
Los estudios sobre aspectos moleculares de las células de cáncer de mama, han permitido una 
clasificación donde se incluye el subtipo triple negativo, que se caracteriza por la ausencia de la 
expresión de los receptores de estrógeno alfa (RE), progesterona (RP) y el receptor 2 de factor de 
crecimiento epidérmico humano (HER2). El cáncer de mama triple negativo constituye un 
problema de salud pública por su elevada morbilidad y mortalidad (Zaharia & Gómez, 2013). 
Con base en esto, las investigaciones referentes al cáncer de mama triple negativo se han 
convertido en un desafío para el campo científico, ya que se ha generado la necesidad de 
encontrar nuevos tratamientos para su manejo.   
Adicionalmente, el costo de los tratamientos es un aspecto a tener en cuenta, estos aumentan 
sustancialmente en los estadios avanzados de la enfermedad, debido principalmente al 
incremento en el costo de los tratamientos de quimioterapia; frecuentemente los gastos superan 
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la solvencia económica de los pacientes haciendo que un tratamiento sea inaccesible para los 
mismos, razón por la cual se están implementando nuevas alternativas que superen las 
desventajas de las terapias convencionales (Gamboa et al., 2016). 
En el campo de la investigación contra el cáncer, grandes esfuerzos se han concentrado en 
proyectos de identificación y aislamiento de moléculas activas a partir de productos naturales, 
siendo estos la base para el desarrollo del 32% de las moléculas semi-sintéticas de los 
medicamentos aprobados contra el cáncer por la Administración de Alimentos y Medicamentos 
(FDA) entre 1981 y 2010 y la fuente directa del 12,9%, lo cual muestra la importancia de los 
productos naturales como fuente de fármacos antitumorales. (Newman & Cragg, 2012). Dentro 
de estos productos se encuentran los flavonoides, los cuales tienen el potencial de modular 
muchos eventos biológicos en el cáncer, como apoptosis, vascularización, diferenciación celular, 
proliferación celular, entre otros. (Batra & Sharma, 2013) 
En este sentido, la planta Chromolaena tacotana se podría considerar como una fuente de 
compuestos con potencial anti-cáncer por su alto contenido de flavonoides cuyos estudios han 
demostrado ser potenciales agentes que pueden contribuir al tratamiento del cáncer de mama, 
colon, próstata y cuello uterino (Rodríguez et al., 2018). Sin embargo, la escasa información 
sobre las propiedades medicinales de la planta, y específicamente de los flavonoides objeto de 
estudio: 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona, sobre 
células cancerígenas MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO, permitió plantear 
la siguiente pregunta de investigación, ¿Las chalconas 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona y 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona de las inflorescencias de 
Chromolaena tacotana presentan actividad antiproliferativa e inducen la activación de las 
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caspasas 3 y 7 sobre las células de cáncer de mama MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-
MB-231 TP53-KO? 
Con el presente trabajo se pretende conocer si estos compuestos poseen potencial o posibles  
propiedades antineoplásicas, lo cual permite avanzar en la búsqueda de agentes que podrían a 
futuro contribuir a mejorar la calidad de vida de las personas, además se lograría un avance en la 
ciencia y se podría reducir los efectos secundarios de los tratamientos convencionales. 
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1. OBJETIVOS 
 
1.1 Objetivo General  
 
Determinar el potencial anti-cáncer de los flavonoides 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 
2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona aislados de las inflorescencias de Chromolaena 
tacotana R.M. King & H. Rob sobre las líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 
TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO. 
 
1.2 Objetivos Específicos 
 
1.2.1 Evaluar el efecto citotóxico de los flavonoides 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 
3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona aislados de las inflorescencias de la planta Chromolaena 
tacotana sobre líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-
231 TP53-KO. 
1.2.2 Identificar cambios a nivel morfológico en las líneas celulares de cáncer de mama MDA-
MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO, inducidos por 2’4-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona. 
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1.2.3 Identificar cambios en el potencial de la membrana mitocondrial de las células de cáncer de 
mama MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO inducido por 2’4-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona. 
1.2.4 Determinar la expresión de proteínas involucradas en el proceso de apoptosis; caspasa 3, 
caspasa 7 y p53 en células de cáncer de mama MDA-MB-231 TP53-R280K expuestas a 2’4-
dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Cáncer de mama  
 
El cáncer de seno (o cáncer de mama) se caracteriza por el aumento descontrolado de las células 
mamarias. Estas células generalmente forman un tumor que a menudo se puede observar en una 
radiografía o se puede palpar como una protuberancia (masa). El tumor es maligno si las células 
crecen invadiendo los tejidos circundantes o propagándose (metástasis) a áreas distantes del 
cuerpo. (American Cancer Society, 2018)  
Para el año 2015, el cáncer de seno ocupó el puesto número 1 entre los tumores invasivos más 
prevalentes en la población, con un total de 36 384 pacientes afectadas. Los departamentos con 
mayores incidencias fueron Atlántico, Norte de Santander, Antioquia, Risaralda, Quindío, 
Cundinamarca, Bogotá D.C., Meta y Huila, con incidencias de 16.6 a 30.6 por 100.000 
habitantes mujeres. (Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo, 2015) 
Para el tratamiento del cáncer de mama, la guía de práctica clínica colombiana presenta como 
tratamiento local radioterapia y cirugía cuyo fin es reducir el riesgo de recurrencia local y 
mejorar la supervivencia y como tratamiento sistémico hormonoterapia y quimioterapia el cual, 
además de reducir la recurrencia y las recaídas tardías, reduce el riesgo de muerte en las 
personas. (Acuña et al., 2016)  
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2.1.1 Cáncer de mama triple negativo  
 
El cáncer de mama triple negativo (CMTN) es una neoplasia maligna caracterizada por la 
ausencia de la expresión de los receptores de estrógeno, de progesterona y HER2, se requiere de 
la triple negatividad de estos marcadores para poder identificar esta enfermedad; sin embargo, la 
realización de perfiles genéticos no es una práctica estándar para el diagnóstico convencional del 
cáncer de mama lo cual dificulta su apropiada identificación.  
El CMTN se caracteriza por tener patrones epidemiológicos de alta incidencia en poblaciones 
afroamericanas y latinas,  menor incidencia en población caucásica y constituye un problema de 
salud pública por su elevada morbilidad y mortalidad. Ante la ausencia de blancos terapéuticos, 
la quimioterapia cumple un rol importante en el tratamiento, y muchos esfuerzos están 
destinándose a buscar otras combinaciones de quimioterapia y nuevos fármacos.  
El diagnóstico, manejo y seguimiento del CMTN es un reto para el oncólogo clínico, porque a 
pesar de que la tasa de respuesta a la quimioterapia es alta, el periodo de duración es corto, esto 
se debe a mecanismos de resistencia que se desarrollan de forma temprana, siendo esta la 
contradicción del CMTN. Estos tumores no responden a la terapia endocrina y no existe terapia 
blanco eficaz disponible. Es por ello que las investigaciones sobre esta neoplasia están 
principalmente orientadas a la búsqueda de biomarcadores terapéuticos, con resultados limitados 
hasta la actualidad. (Zaharia & Gómez, 2013)   
A través de los biomarcadores es posible determinar el riesgo de los pacientes, establecer el 
pronóstico e identificar la terapia sistémica más apropiada (Fondo Colombiano de enfermedades 
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de alto costo, 2016). Las estrategias de tratamiento actuales incluyen muchos agentes 
quimioterapéuticos, tales como las antraciclinas, taxanos, ixabepilona, y sales de platino, así 
como los agentes antiangiogénicos. Paradójicamente, los tumores de mama triple negativo 
pueden tener las mayores tasas de respuesta a una variedad de agentes de quimioterapia, a pesar 
de estar asociado con resultados más pobres en la supervivencia. Esto no permite, en la 
enfermedad avanzada, utilizar las tasas de respuesta a la quimioterapia como indicadores 
predictivos de supervivencia. (Zaharia & Gómez, 2013)  
La línea celular MDA-MB-231 es una línea epitelial de cáncer de mama humano triple negativo 
altamente agresiva, invasiva y pobremente diferenciada. Se estableció a partir de un derrame 
pleural de una mujer caucásica de 51 años con un adenocarcinoma mamario metastásico 
(European Collection of authenticated cell cultures, 2017). En la presente investigación, la 
proteína p53 de esta línea celular tiene dos tipos de mutaciones: TP53-R280K y TP53-KO 
(Knockout), la primera conlleva a que adquiera nuevas propiedades de ganancia de función 
(GOF) lo cual promueve activamente la progresión tumoral y la metástasis (Vogiatzi, 2016); la 
segunda consiste en la modificación del gen supresor de tumores TP53, para dar la línea MDA-
MB-231TP53-KO, en este caso, la línea celular ya no es capaz de expresar la proteína p53. El 
grupo GIBGA fue el encargado de modificar este gen, por medio de la técnica CRISPR/CAS. En 
particular, las mutaciones de TP53 son excepcionalmente frecuentes y, aparentemente, se 
encuentran entre los factores impulsores clave en el cáncer de mama triple negativo, el subgrupo 
de cáncer de mama más agresivo, cuyo manejo aún representa un desafío clínico. (Walerych et 
al., 2012).  
El estudio de dichas líneas celulares es de vital importancia para el tratamiento de cáncer de 
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mama triple negativo, ya que dicha enfermedad es difícil de tratar debido a la falta de 
biomarcadores dirigibles. 
 
2.2 TP53 
 
Las mutaciones de p53 son en su mayoría mutaciones sin sentido que resultan en la expresión de 
proteínas mutantes de p53 (mutp53) con solo sustituciones de aminoácidos individuales que se 
acumulan y exceden en gran medida las de p53 de tipo salvaje (wtp53) en tejidos normales. La 
alta prevalencia de mutaciones sin sentido sugiere una ventaja selectiva durante la progresión del 
cáncer, por lo que se planteó la hipótesis de que las mutaciones de p53 son neomórficas y dotan a 
la proteína mutp53 de nuevas funciones oncogénicas que promueven activamente la progresión 
del cáncer y la resistencia a la terapia. Estas propiedades oncogénicas se denominan 
generalmente ganancia de función mutp53 (GOF). (Vogiatzi, 2016) 
Las mutaciones provocan la pérdida de heterocigosidad ya que hay un alelo mutante y otro 
salvaje de TP53, dando lugar a una deficiencia de la función original. Así, la malignidad de los 
tumores vendría dada tanto por la pérdida de función en si del p53 salvaje, como por las 
propiedades oncogénicas de ganancia de función del p53 mutante. Esta ganancia de función o 
GOF hace referencia a las características oncogénicas que adquiere el mutante p53, como son la 
proliferación celular, la migración celular, la invasión celular, la supervivencia celular, el 
metabolismo celular, la quimiorresistencia y la arquitectura tisular, para promover la progresión 
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tumoral independientemente del p53 de tipo salvaje. Por lo que, las células, también adquieren 
propiedades que promueven la progresión del tumor. (Gómez, 2019)  
Casi el 90% de las mutaciones presentes en tumores humanos se localizan entre los exones 4-
9 correspondientes a la región de unión al DNA donde existen puntos “calientes de mutación”, 
que pueden causar en p53 tanto perdida de función supresora de tumores como ganancia de 
función oncogénica, y que modifican el repertorio de genes que son controlados por p53 como 
factor de transcripción. Esta dualidad podría ser una explicación de la alta frecuencia de 
mutaciones de p53 en cánceres humanos. (Silva, 2019) 
 
2.2.1 TP53-R280K 
 
El mutante p53-R280K alberga una sustitución de arginina a lisina en el codón 280 (R280K) y se 
expresa altamente en células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231. Este tipo de 
sustituciones eliminan o alteran la actividad transcripcional de p53. Así mismo, la modificación 
de cualquiera de las argininas, las cuales son puntos calientes de mutación en p53, desactiva la 
secuencia específica de unión al ADN. (Novales, 2018) 
El mutante p53-R280K participa en la regulación del crecimiento celular del cáncer de mama 
MDA-MB-231 a través de su efecto protector sobre la apoptosis. Por lo tanto, el mutante p53-
R280K puede ser un posible objetivo terapéutico para el manejo de células humanas de cáncer de 
mama triple negativo. (Bae et al., 2014) 
La creciente evidencia sugiere que muchas células tumorales se vuelven dependientes a la 
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proteína mutp53 y mutp53 GOF. La eliminación de mutp53 en las células cancerosas reduce en 
gran medida la proliferación celular, el crecimiento tumoral, la quimiorespuesta y la metástasis. 
(Yue, 2017) 
De acuerdo a esto, las investigaciones en torno al cáncer se han incrementado y el aislamiento de 
moléculas activas a partir de productos naturales se ha convertido en una estrategia para 
contrarrestar dicha enfermedad. Dentro de estos productos se encuentran los flavonoides, los 
cuales tienen el potencial de modular muchos eventos biológicos en el cáncer, como apoptosis, 
vascularización, diferenciación celular, proliferación celular, entre otros. (Batra & Sharma, 2013) 
En este sentido, la planta Chromolaena tacotana se podría considerar como una fuente de 
compuestos con potencial anti-cáncer por su alto contenido de flavonoides cuyos estudios han 
demostrado ser potenciales agentes que pueden contribuir al tratamiento del cáncer de mama, 
colon, próstata y cuello uterino (Rodríguez et al., 2018). 
 
2.3 Descripción y consideraciones botánicas: Chromolaena tacotana 
 
Es un arbusto perteneciente a la familia Asteraceae, puede alcanzar los 2,5 m de altura; presentan 
tallos cilíndricos con colores rojos (Vinotinto), hojas angostas, ovada, filarias con 1-3 nervios 
con peciolos largos de hasta 2 cm y una base cerrada o acunada. Sus inflorescencias se presentan 
en capítulos con porción vegetativa braceada o hasta con 13 pares de brácteas. (Rodríguez et al., 
2018) 
Se caracteriza por ser una especie endémica de Colombia. Se distribuye en la región Andina en 
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los departamentos de Antioquia, Boyacá, Cundinamarca, Huila, Norte de Santander, Santander, 
Tolima, Valle del Cauca; en la región Caribe en los departamentos de Bolívar, César, la Guajira 
y en la región Pacífica en Nariño y Cauca entre 400 y 3470 m de altitud. Chromolaena tacotana 
crece principalmente en los bordes de las carreteras y caminos, bosques secundarios, matorrales, 
potreros y alrededores de lagunas. El epíteto alude a la localidad de Tacotá en el departamento 
del Cauca, donde la especie fue recolectada por primera vez. Entre los usos más relevantes, se 
encuentran calmar el dolor de estómago, dolor pélvico y  vaginitis, además; es considerada como 
hierba medicinal gracias a la acción coagulante de sus hojas. (Universidad Nacional de 
Colombia, 2008) 
 
2.4 Estudios biodirigidos de la especie Chromolaena tacotana  
 
En los últimos años se han documentado diversos estudios fitoquímicos de la especie 
Chromolaena tacotana, a partir de los cuales, se ha evidenciado la presencia de metabolitos 
secundarios tipo flavonoide, compuestos de interés en esta investigación, y otras sustancias con 
importantes actividades biológicas, los cuales han presentado actividad antioxidante, citotóxica, 
antimicrobiana y antifúngica (Olaya & Báez, 2018) 
En un estudio preliminar se aisló e identificó el 4', 5-dihidroxi-7-metoxi-flavanonol como el 
principal constituyente de las hojas e inflorescencias de Chromolaena Tacotana responsable de 
la actividad antibacteriana y antifúngica. (Sanabria & Carrero, 1995) 
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En otro estudio, se aislaron de las hojas e identificaron los siguientes flavonoides: (Ct1) 3, 5,4’-
trihidroxi-7-metoxiflavona,(Ct2)3,5,8-trihidroxi-7,4'dimetoxiflavona,(Ct3)5,4'dihidroxi-7-
metoxiflavanonol y (Ct4) 5,7,3',4'-tetrahidroxi-3-metoxiflavona, los cuales mostraron tener 
actividad antioxidante, además, se evidenció que tenían actividad citotóxica frente a líneas 
cancerígenas de mama MDA MB-231, colon HT29, próstata PC-3 y cérvix SIHa,   destacándose 
que la línea celular más sensible a dichos compuestos fueron las MDA MB-231. (Rodríguez et 
al. 2018) 
Con la finalidad de contribuir en la investigación de los flavonoides de la especie Chromolaena 
tacotana se aislaron de las hojas los compuestos (Ct5) 5,3´-dihidroxi-7,4´-dimetoxiflavonol; 
(Ct6) 3´,4´-dihidroxi-5,7-dimetoxiflavanona y (Ct7) 4´-hidroxi-5,7-dimetoxiflavanona a los que 
se les evaluó la actividad antioxidante, constatando que los mismos poseen dicha propiedad. 
(Bautista, 2017) 
Por otra parte, se realizó otra prueba donde se aislaron de las inflorescencias cinco flavonoides, 
dos de los cuales son chalconas con un alto interés biológico y que además son los compuestos 
evaluados en esta investigación, (Cf1) 3,5,3’,4’-tetrahidroxi-7-metoxiflavona o 7- 
metoxiquercetina; (Cf2) 4´-hidroxi-5,7-dimetoxiflavanona; (Cf4) 2’,3,4-trihidroxi- 4’,6’- 
dimetoxichalcona; (Cf3) 2’,4-trihidroxi- 4’,6’-dimetoxichalcona.; (Cf5) 3´,4´-dihidroxi-5,7- 
dimetoxiflavanona, estos demostraron tener actividad antioxidante, sin embargo, Cf4 presentó 
mayor capacidad antioxidante, dicho flavonoide corresponde a la CHA2, lo cual se debe a la 
presencia de sustituyentes orto di-OH en el anillo B confiriéndole una alta polaridad, del mismo 
modo se encuentran dos grupos metoxilos y un radical –OH en el anillo A, mientras que la 
CHA1 que en este caso es Cf3 no mostró capacidad antioxidante. (Bello & Camargo, 2018) 
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Recientemente también se evaluó la actividad citotóxica y genotóxica de cuatro flavonoides 
presentes en las hojas de Chromolaena tacotana previamente aislados por el grupo de 
investigación PRONAUDCA: 5,3´-dihidroxi-7,4-dimetoxiflavonol (F1), 3´,4´-dihidroxi-5,7- 
dimetoxiflavanona (F2), 4´-hidroxi-5,7-dimetoxiflavanona (F3) y 4-hidroxi-5,7- 
dimetoxiflavononol (F4) sobre líneas celulares cancerosas PC3 y MDA-MB-231 y la línea 
celular sana MRC5, obteniéndose valores de IC50 de 60,24 μg/mL para F2 y 69,17 μg/mL para 
F3 presentando mayor efecto citotóxico sobre las células PC3, mientras que el flavonoide F3 
obtuvo un IC50 >80 μg/mL y el F1 obtuvo el mejor resultado para la línea celular sana MRC5 
presentando un valor de IC50 >80 μg/mL. (Olaya & Báez, 2018) 
 
2.5 Flavonoides presentes en Chromolaena tacotana  
 
En diferentes estudios se han demostrado la presencia de metabolitos secundarios de tipo 
flavonoide en el género Chromolaena tacotana, las chalconas son un subgrupo de este, en el 
presente estudio fueron aisladas de las inflorescencias de la especie vegetal en cuestión y fueron 
identificadas por el grupo de investigación PRONAUDCA como 2’4-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona (CHA1) y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (CHA2). 
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Tabla 1. Flavonoides de la especie vegetal Chromolaena tacotana (Bello & Camargo, 2018). 
NOMBRE ABREVIACIÓN ESTRUCTURA 
 
 
2’4-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona 
 
 
CHA1 
 
 
 
2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona 
 
 
CHA2 
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3. METODOLOGÍA 
 
3.1 Obtención de flavonoides: Los flavonoides 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 3,4-
trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona objeto de estudio, fueron proporcionados por el grupo de 
investigación de productos naturales PRONAUDCA, perteneciente a la Universidad de Ciencias 
Aplicadas y Ambientales, quienes los aislaron y purificaron a partir de inflorescencias de la 
planta Chromolaena tacotana R.M. King & H. Rob. Las fracciones obtenidas se disolvieron en 
DMSO 1% para llevar a cabo las pruebas de actividad anti cáncer. (Bello & Camargo, 2018). 
 
3.2 Efecto de 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona sobre la viabilidad celular: El efecto de los flavonoides CHA1 y CHA2 
sobre la viabilidad de las líneas celulares MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-
KO se determinó mediante el ensayo MTT. 
Para la realización del ensayo se sembró 8 000 células por pozo para tener un estimado del 70% 
de confluencia en placas de 96 pozos y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 24 horas, las 
líneas celulares se mantuvieron en medio de cultivo RPMI (Lonza) enriquecido con 10% de SFB 
(Biowest) y 1% de antibiótico (penicilina/streptomicina). Una vez finalizada la incubación se 
procedió a realizar el tratamiento por triplicado de cada flavonoide hasta una concentración 
máxima de 70 μg/mL, utilizando además como control positivo paclitaxel (Cayman Chemical) a 
100 ng/mL; quercetina, flavonoide de referencia y por último, el control negativo que 
corresponde al medio de cultivo RPMI, llevándose a incubar nuevamente durante 48 horas. 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A| Formato de presentación de proyecto de grado 
 Página 32 
 
El paso a seguir fue retirar el medio de cultivo de cada placa y adicionar 100 µl de solución de 
MTT en cada pozo, a una concentración de 0,5 mg/mL disuelto en medio RPMI sin rojo de 
fenol, posterior a esto las placas se incubaron durante 4 horas para favorecer la reducción del 
reactivo a su forma insoluble formazán (cristales azul violeta, insoluble en agua) (Arrebola, 
Fernández & Sánchez, 2003). Más adelante, se retiró el reactivo para adicionar DMSO en la 
placa con el fin de disolver los cristales formados. 
Luego, se realizó la lectura de los resultados obtenidos en un lector de microplatos Bio-Rad 
Modelo 680 bajo una longitud de onda de 595 nm (Rodríguez et al., 2018).Una vez obtenidas las 
absorbancias, se llevó a cabo el análisis matemático para la determinación del porcentaje de 
viabilidad celular a través de la siguiente fórmula:  
 
% Viabilidad celular =  100 − (
Prom.  Abs  Control – Abs Muestra
Prom.  Abs Control
) ∗ 100 (Ecuación 1) 
 
Finalmente se determinó el IC50, el cual corresponde a la concentración en donde se observa una 
disminución del 50% de crecimiento celular, utilizando para ello una regresión no lineal, 
adicional a esto se calculó el índice de selectividad utilizando el valor de IC50 determinado para 
la línea celular sana MRC5 (fibroblastos de pulmón) mediante la siguiente fórmula: 
 
Índice de selectividad=     
IC50 Células Sanas 
IC50 Células Cancerosas
   (Ecuación 2) 
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3.2.1 Análisis Estadístico: Se realizó prueba de ANOVA de una vía con Test de Sidak 
(GraphPad Software 5.0 Inc., San Diego, CA) para comparar los valores de IC50 de los 
tratamientos entre MDA MB-231 TP53-R280K y MDA MB-231 TP53-KO, y se utilizó Test de 
Tukey para comparar dichos tratamientos entre sí en ambas líneas celulares,  teniendo en cuenta 
los valores  de p<0,0001 como significativamente estadísticos. 
 
3.3 Cambios en la morfología celular inducido por 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxi-chalcona y 
2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxi-chalcona: Los cambios morfológicos por efecto de los 
flavonoides CHA1 y CHA2 sobre las líneas celulares MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-
231 TP53-KO fueron identificados de la siguiente manera: 
En placas de 96 pozos se sembró 7 000 células por pozo, llevándose a incubar a 37°C y 5% de 
CO2 durante 24 horas para permitir la adherencia de las células a la placa. Transcurrido este 
tiempo, se procedió a realizar el tratamiento con los compuestos a evaluar (CHA1 y CHA2) a 
una concentración de 2 μg/mL y como control positivo se utilizó paclitaxel 0,02 μg/mL 
incubándose nuevamente durante 24 horas bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. 
Posteriormente, se retiró el tratamiento y se lavó con PBS; se fijó las células con Etanol al 70%, 
el cual estaba a una temperatura de -20°C, durante 10 minutos y luego se permeabilizó con 
acetona/PBS en relación 1:1 durante 20 segundos; se lavó nuevamente con PBS (3 veces), para 
eliminar cualquier tipo de residuo de acetona. 
A continuación, se adicionó 100 µl de anticuerpo primario monoclonal anti-α-tubulina  diluido 
en BSA/TTBS (5% p/v) a una concentración 1:2000  (Sigma-Aldrich) y se llevó a incubación a 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A| Formato de presentación de proyecto de grado 
 Página 34 
 
4°C toda la noche; después, se retiró el anticuerpo primario lavando con TTBS (3 veces), 
mediante agitación durante 5 minutos a 70 rpm, para luego, proceder a colocar el anticuerpo 
secundario Alexa flúor 488 antimouse (A11001Lifetech), que se diluyó  en BSA/TTBS (2%p/v) 
1:700,  y se incubó a temperatura ambiente por 2 horas. Enseguida, se retiró el anticuerpo 
secundario mediante 3 lavados con TTBS, agitación a 100 rpm durante 8 minutos cada lavado.  
Para la tinción del ADN se utilizó DAPI (Invitrogen) a una concentración de 1 μg/mL en 
solución con el medio de montaje Vectashield 1:3, se incubó durante 1 hora a temperatura 
ambiente y en la oscuridad. Se observó la morfología de las células empleando un Microscopio 
de epifluorescencia Trinocular Invertido AE31E (Motic). Las imágenes se captaron con 
MoticCamPro 282A y fueron analizadas usando el software Motic Image plus 2.0. (Olaya & 
Báez, 2018) 
 
3.4 Efecto de 2’4-dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona en el comportamiento mitocondrial: Para determinar el cambio de potencial 
de la membrana mitocondrial de las líneas celulares MDA-MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-
231 TP53-KO cuando son expuestas a los flavonoides CHA1 y CHA2 se empleó el ensayo del 
potencial de membrana mitocondrial con la sonda JC-10.  
Para realizar este ensayo, se sembraron 150 000 células por pozo en placas de 24 pozos y se 
realizó la respectiva incubación a 37°C y 5% de CO2 durante 24 horas para permitir la adhesión 
celular. Posteriormente, se realizó el tratamiento con los compuestos a evaluar (CHA1 y CHA2) 
a una concentración de 3 μg/mL; se utilizó como control positivo Valinomicina (Cayman 
Chemical) a una concentración de 100 nM.  
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Posteriormente se incubaron las células por 30 minutos con el reactivo JC-10 (Enzo Life 
Science), diluido en medio de cultivo a 37°C, a una concentración final de 4:1000. 
Antes de leer la intensidad de la fluorescencia, las células se lavaron con PBS, posterior a esto, se 
observó la fluorescencia empleando un Microscopio de epifluorescencia (Motic AE31E). Las 
imágenes se captaron con MoticCamPro 282A y fueron analizadas usando el software Motic 
Image plus 2.0. (Humanes, 2012) 
 
3.5 Activación de las proteínas apoptóticas caspasa-3, caspasa-7 y p53 inducidas por 2’4-
dihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona y 2’, 3,4-trihidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona: El efecto de los 
flavonoides CHA1 y CHA2 sobre la activación de proteínas apoptóticas caspasa 3, caspasa 7 y 
p53 en la línea celular MDA-MB-231 TP53-R280K se estableció mediante el ensayo de Western 
Blot llevando a cabo el siguiente procedimiento: 
Se utilizaron alrededor de 10 millones de células tratadas con los compuestos CHA1 y CHA2 a 
una concentración de 5 μg/mL, y como control positivo Vincristina 100 nM.  
Se incubaron por 48 horas, tiempo en el que fueron recolectadas junto con el medio en frio 
utilizando scraper y se colocaron en tubos de centrifugación para luego centrifugar a 1 800 rpm 
durante 4 minutos, se retiró el sobrenadante, y el pellet se lavó con PBS. 
Para la extracción de proteínas, a cada eppendorf se le adicionó 40 μL de buffer de lisis (Tris 
HCl pH 8,0 [20 mM], NaCl [137 mM], glicerol 10%, NP-40 1%, EDTA 10 mM), se colocó en 
vortex y se llevó a incubación a 4°C durante 30 minutos, luego se obtuvo el extracto total 
proteíco por centrifugación a 10 000 rpm durante 20 minutos a 4°C.  
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Para la cuantificación de las proteínas se empleó el kit BCA de Pierce de THERMO utilizando 
una curva de calibración de BSA (1mg/mL) en un rango entre 0 μg/mL y 65 μg/mL. Una vez 
cuantificadas las proteínas, estas se sometieron a electroforesis SDS-PAGE con gel de 
poliacrilamida al 11%. La cantidad de proteína sembrada en cada pozo fue de 20 µg en 
condiciones desnaturantes; el voltaje de corrida fue de 120v en la cámara de electroforesis Mini-
protean de BIORAD; con buffer de corrida Tris/Glicina 1X. Posteriormente, se realizó la 
transferencia de las proteínas desde el gel hacia una membrana de PVDF durante 90 min a 100v 
en una cámara mini-blot de BIORAD, con un buffer de transferencia que se compone de 
Tris/Glicina 1X y metanol 20%. (Saldarriaga & Darley, 2017)  
Luego, se realizó el bloqueo de sitios inespecíficos en la membrana con BSA/TTBS (5% p/v) 
durante 1 hora. Para la incubación con el anticuerpo primario se utilizó anticuerpo monoclonal 
anti-α-Tubulina 1:1500 (Sigma-Aldrich), anti-caspasa-3 1:800 (9HL9L2Thermo-Fisher 
Scientific), anti-caspasa-7 1:1000 (GTX22301Gene-Tex), p53 1:1000 (GTX70214Gene-tex). El 
anticuerpo primario se identificó con el anticuerpo secundario Anti-Rabbit IgG (Cell signaling) 
en dilución 1:1500.  
Como control de carga se utilizó α-tubulina la cual asegura que se emplea la misma cantidad de 
muestra proteica en cada carril, con el fin de que los resultados obtenidos tengan una mayor 
confiabilidad. 
Para finalizar, se realizó el revelado con [1% DAB (D5637Sigma), Tris pH 7.5 [1 M] y 30%  de 
solución peróxido de hidrógeno], que permite mediante su reacción visualizar interacción 
antígeno–anticuerpo (Pinilla & Riveros, 2017). El procesamiento de bandas del western blot se 
realizó por medio de un análisis densitométrico mediante el programa IMAGE J. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Evaluación de la viabilidad celular 
 
Los flavonoides CHA1 y CHA2 aislados de las inflorescencias de la especie vegetal 
Chromolaena tacotana, mostraron efectos sobre la viabilidad celular en las células MDA-MB-
231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO mediante el ensayo MTT; dicha prueba se 
fundamenta en la reducción del bromuro de 3-(4,5-dimeltiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
(MTT). Este colorante amarillo pálido, soluble en agua, es captado por las células y reducido por 
la enzima succínico deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazán (cristales azul 
violeta, insoluble en agua) (Arrebola, Fernández & Sánchez, 2003).  
La gráfica 1 representa los datos obtenidos del ensayo, como se evidencia, la viabilidad celular 
disminuye a medida que aumenta la concentración de los flavonoides, esto aplica tanto para 
células cancerígenas como para células sanas MRC5, sin embargo, este cambio es más notorio en 
las células cancerígenas. La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador 
de la integridad de las mitocondrias, es decir, las células cancerígenas presentan daño en las 
mismas, y por esta razón su viabilidad celular se ve reducida.  
Respecto a los compuestos de interés, CHA1 presentó menor porcentaje de viabilidad celular en 
relación a CHA2 para ambas líneas celulares.  
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Gráfica 1. Cambios en la viabilidad celular a causa de los efectos de la CHA1 (A) Y CHA2 (B) sobre las líneas 
celulares MDA MB-231 TP53-R280K, MDA-MB-231 TP53-KO y MRC5 (Graphpad Software). 
 
Se empleó una regresión no lineal (Anexo 1) para determinar el IC50 de CHA1 y CHA2 en las 
células mencionadas, observándose, que estos valores no presentan diferencia significativa para 
ambas líneas celulares, sin embargo, el valor de la quercetina es mayor en comparación con el 
IC50 de CHA1 y CHA2.  
En la gráfica 2 se representa los valores de IC50 de 11,29 μg/mL, 11,98 μg/mL y 21,39 μg/mL 
para CHA1, CHA2 y quercetina respectivamente en las células MDA MB-231 TP53-KO, 
mientras que en las células MDA MB-231 TP53-R280K los valores de CHA1, CHA2 y 
quercetina fueron 12,6 μg/mL, 13,94 μg/mL y 28,51 μg/mL respectivamente, como se evidencia,  
en la línea celular MDA MB-231 TP53-KO, CHA1 y CHA2 presentan valores de IC50 menores 
en comparación con los reportados para las células MDA MB-231 TP53-R280K, ya que estas 
células al no expresar la proteína p53, podrían ser más susceptibles a los efectos de los 
flavonoides y al proceso apoptótico, mientras que la mutación R280K en p53, confiere a ésta 
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proteína funciones oncogénicas anormales denominadas ganancia de función (GOF) que 
promueven activamente la progresión del cáncer y resistencia al proceso apoptótico (Vogiatzi, 
2016). 
     
 
Gráfica 2. IC50 de flavonoides y patrón de referencia en células MDA MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 
TP53-KO. Los datos obtenidos fueron sometidos a ANOVA de GraphPad v6.0. Los valores significativos son 
representados como (p <0,0001**** IC: 99,9%) (Graphpad Software). 
   
Adicional a esto, al comparar los valores de IC50 de CHA1 y CHA2 para ambas células, la CHA1 
presenta mayor efecto citotóxico, sin embargo, esto no coincide con la información reportada en 
la literatura, donde se afirma que la presencia de tres o más hidroxilos en cualquiera de los 
anillos del esqueleto flavonoide aumenta significativamente la actividad antiproliferativa; 
además, sugieren que el número, la posición y la sustitución del hidroxilo en los anillos A y B de 
los flavonoides pueden ser factores importantes que afectan las actividades citotóxicas y/o 
antiproliferativas de estos polifenoles. Adicional a esto, la presencia de un grupo metoxilo en la 
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posición C-4 puede estar relacionada con una mayor actividad citostática (Benavente & Castillo, 
2008).  
Otros estudios afirman que la presencia o ausencia del doble enlace en la posición 4 del anillo C, 
la presencia o ausencia de un doble enlace entre los átomos de carbono 2 y 3 en el anillo C y la 
presencia de un anillo bencénico en el átomo de carbono 3 del anillo C son  características que  
influyen en la actividad biológica de los flavonoides (Quintana & de Las Mercedes, 2015). 
De acuerdo a la tabla 1, la CHA2 debería tener mayor efecto citotóxico en relación a la CHA1, es 
por esta razón que se procedió a verificar mediante el análisis estadístico si realmente los valores 
entre ambos flavonoides son significativos o si la genética de la línea celular influye en los 
mismos.  
De acuerdo a los valores del test de Sidak (anexo 2), se puede afirmar que las diferencias entre 
los valores de IC50 de la CHA1 y CHA2 frente a ambas líneas celulares no muestran diferencia 
significativa, mientras que la quercetina presenta una significancia estadística en relación a 
ambos compuestos. 
En el test de Tukey (anexo 3) se muestra el análisis entre los valores de IC50 para los flavonoides 
frente a la línea celular MDA MB-231 TP53-R280K, se observa que solo presenta diferencia 
significativa el efecto de la quercetina frente a los otros dos compuestos, por último, en el anexo 
4 se analiza los valores de CHA1 y CHA2 frente a las células MDA MB-231 TP53-KO, cuyos 
resultados tampoco reflejaron significancia en los mismos, teniendo en cuenta estos datos se 
puede asumir que la actividad citotóxica de los flavonoides no varía significativamente entre 
ellos, y que la estructura de los mismos no debe ser el único criterio a tener en cuenta al 
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momento de realizar el análisis de viabilidad celular, es necesario tomar en consideración 
características propias de las células.  
Con base en estos resultados y de acuerdo con el estudio llevado a cabo por Olaya & Báez se 
puede afirmar que los flavonoides de las inflorescencias son más activos en CMTN que los 
encontrados en hojas, ya que, en el mismo, se menciona que los valores de IC50 son >60 μg/mL, 
por ende, su actividad citotóxica no es muy potente en comparación con la CHA1 y CHA2. 
Al determinar el índice de selectividad a partir de la Ecuación 2, se identificó el flavonoide que 
tiene mayor especificidad por las células tumorales en estudio. En la gráfica 3 se representan los 
valores de selectividad 2,50 y 1,82 para CHA1 y CHA2 respectivamente, frente a las células 
MDA MB-231 TP53-R280K, y de 2,80 y 2,12 para CHA1 y CHA2 respectivamente frente a las 
células MDA MB-231 TP53-KO, de acuerdo con esto, se  puede deducir que la CHA1 es más 
selectiva para las células de CMTN, lo cual corrobora los resultados de la gráfica 1 y 2, es 
necesario resaltar que al tener ambos flavonoides valores superiores a 1,0 ya se consideran 
anticancerígenos. (Bartmańska et al., 2018) 
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Gráfica 3. Índice de selectividad de flavonoides en células MDA MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO. 
 
4.2 Evaluación de cambios en la morfología celular: La microscopia de fluorescencia es una 
técnica que permite la visualización de muchos componentes en cualquier tipo de tejido o célula, 
en la presente investigación se observaran los cambios morfológicos de los núcleos y 
microtúbulos de las líneas celulares MDA MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO, 
marcando con fluorocromos antígenos específicos estas estructuras, además, es posible predecir 
de manera preliminar si el proceso de muerte celular involucra el mecanismo de apoptosis. 
Las células sometidas a apoptosis muestran eventos bioquímicos que conducen a cambios 
celulares (morfología) y muerte, a diferencia de la necrosis que se produce por alguna situación 
no fisiológica, las células apoptóticas liberan fragmentos celulares llamados cuerpos apoptóticos 
que se desprenden durante el proceso de muerte. (Beikzadeh & Delirezh, 2014) 
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Figura  1. Micrografías de inmunofluorescencia de células de cáncer de mama triple negativo MDA MB-231 TP53-
R280K con microtúbulos del citoesqueleto (verde) y núcleos (azul). 
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Figura  2. Micrografías de inmunofluorescencia de células de cáncer de mama triple negativo MDA MB-231 TP53-
KO con microtúbulos del citoesqueleto (verde) y núcleos (azul). 
 
De acuerdo con la figura 1, se puede observar en la línea celular MDA MB-231 TP53-R280K la 
presencia de cuerpos apoptóticos marcados con la flecha roja, los cuales están en menor 
proporción en relación con la línea MDA MB-231 TP53-KO (figura 2), tanto para CHA1 como 
CHA2. Las células MDA MB-231 TP53-KO al no expresar la proteína p53 son más sensibles al 
efecto de estos compuestos y por ende su actividad antineoplásica es mayor, mientras que en la 
línea celular MDA MB-231 TP53-R280K la sustitución de arginina a lisina en el codón 280 
(R280K) desactiva la secuencia especifica de unión al ADN, conllevando tanto a pérdida de 
función supresora de tumores como ganancia de función oncogénica (Bae et al., 2014), es decir, 
son más resistentes a la actividad citotóxica de los flavonoides. 
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La arginina y lisina son dos aminoácidos básicos cargados positivamente, los cuales están 
expuestos principalmente a la superficie de la proteína y juegan un papel importante en la 
estabilidad de esta al formar interacciones electrostáticas, sin embargo, la arginina presenta una 
cadena lateral más cargada en comparación con la lisina, lo que permite que la arginina forme un 
mayor número de interacciones electrostáticas en comparación con la lisina (Sokalingam et al., 
2012). La sustitución de un residuo de arginina por lisina puede afectar significativamente la 
estabilidad de una proteína y, en el caso de p53, su eficiencia de unión al ADN, lo que en 
consecuencia causa la pérdida de función. (Gomes et al., 2018). 
Adicional a esto, también se pudo observar el cambio morfológico típico, como la contracción 
celular y la condensación nuclear, lo cual se ve reflejado en la disminución del tamaño de los 
núcleos comparado con los del control de células no tratadas, como lo señala la flecha gris, tanto 
en las MDA MB-231 TP53-R280K como las MDA-MB-231 TP53-KO, tratadas con los 
compuestos CHA1, CHA2 y paclitaxel, sin embargo, este cambio es más notorio en las células 
MDA MB-231 TP53-KO. 
Otro cambio evidenciado fue la pérdida de integridad de los microtúbulos como lo señala la 
flecha naranja, estos componentes son fundamentales en la estabilidad del citoesqueleto y la 
división celular, es decir, que si hay daños en ellos la división celular no ocurre, además, se 
observó separación de las células vecinas y la organización de los microtúbulos varió entre las 
células apoptóticas individuales tanto en las MDA MB-231 TP53-R280K como en las MDA-
MB-231 TP53-KO. 
Teniendo en cuenta que en el proceso de apoptosis se diferencian dos fases; la fase temprana y 
tardía, donde se observa cambios morfológicos característicos en cada una de estas, en la fase 
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temprana se aprecia el aislamiento celular y condensación de la cromatina y en la tardía la 
fragmentación nuclear y formación de cuerpos apoptóticos debido a la activación de las caspasas 
efectoras que actúan sobre las endonucleasas y son las responsables directas de la fragmentación 
del ADN conllevando de esta manera a la emisión de estos cuerpos (Ziegler & Groscurth, 2004); 
se puede predecir que las células se encuentran en la fase tardía del proceso de muerte celular. 
Estos hallazgos sugieren la participación de vías apoptóticas detrás de la propiedad 
antiproliferativa. (Fatima et al., 2016) 
Al comparar el efecto de CHA1 y CHA2 se puede apreciar que la CHA1 induce mayor cambio 
morfológico sobre las líneas celulares de estudio, debido a su propiedad de ganancia de función.  
 
4.3 Detección de cambios en el potencial de membrana mitocondrial: El potencial de 
membrana mitocondrial es un indicador sensible del estado energético de la mitocondria y la 
viabilidad de la célula (Tovar, 2013). Este parámetro mitocondrial es fundamental para mantener 
la función fisiológica de la cadena respiratoria para generar ATP. Una pérdida significativa de 
ΔΨm hace que las células agoten su energía conllevando a la posterior muerte. (Joshi & 
Bakowska, 2011) 
La mayoría de estímulos que conducen a la apoptosis convergen en la mitocondria y provocan 
una permeabilización de su membrana externa, dando lugar a la liberación de una serie de 
proteínas que activan las caspasas, quienes inducen la mayoría de los acontecimientos 
proteolíticos de la apoptosis y son consideradas como responsables finales de la muerte celular. 
(Sánchez & Arboleda 2008) 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A| Formato de presentación de proyecto de grado 
 Página 47 
 
Con base en lo anterior, se analizó el cambio de potencial de la membrana mitocondrial de las 
líneas celulares MDA MB-231 TP53-R280K y MDA-MB-231 TP53-KO cuando son expuestas a 
los efectos de los flavonoides CHA1 y CHA2 mediante la detección de la sonda JC-10, que 
posee una estructura de carga positiva y lipofílica que le permite ingresar fácilmente a las células 
y mitocondrias. La carga negativa de la membrana mitocondrial interna produce agregación del 
colorante JC-10, dicho reactivo se concentra en la matriz mitocondrial donde forma dímeros que 
emiten fluorescencia de color rojo cuando existe un alto potencial mitocondrial, sin embargo, 
cuando en la célula el ΔΨm
 
disminuye, situación evidenciada en las células apoptóticas y 
necróticas, JC-10 se difunde fuera de la mitocondria y este asume una forma monomérica que 
emite fluorescencia verde. (Berríos, et al., 2010) 
En la figura 3 y 4 se puede observar cambio en el potencial de membrana tanto para CHA1 como 
para CHA2 en las células MDA MB-231 TP53-R280K y MDA MB-231 TP53-KO 
respectivamente, lo cual se ve reflejado en la prevalencia de la fluorescencia verde, sin embargo, 
en las células MDA MB-231 TP53-KO esta fluorescencia se intensifica, dando a conocer un 
mayor daño en la membrana, es decir, hay mayor pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial, debido a que las células al no expresar la proteína p53 son más vulnerables a la 
toxicidad de los flavonoides de estudio.    
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Figura  3. Pérdida del potencial de membrana (ΔΨm) en células MDA MB-231 TP53-R280K. Micrografía de 
inmunofluorescencia que muestra alto potencial mitocondrial (en rojo) y disminución del ΔΨm (en verde). 
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Figura  4. Pérdida del potencial de membrana (ΔΨm) en células MDA MB-231 TP53-KO. Micrografía de 
inmunofluorescencia que muestra alto potencial mitocondrial (en rojo) y disminución del ΔΨm (en verde). 
 
Por otra parte, el control positivo valinomicina, causa una elevada pérdida del potencial 
mitocondrial en ambas líneas celulares, esto se debe a que es un ionóforo neutro de elevada 
afinidad por el ion potasio (K
+
) que permite su transporte a través de las membranas lipídicas. La 
membrana mitocondrial interna es impermeable al K
+
, pero la valinomicina actúa permitiendo su 
entrada en dicha matriz desestabilizando el gradiente generado y afectando por tanto al proceso 
de fosforilación oxidativa. En definitiva, la valinomicina produce un daño específico en la 
mitocondria. (Safiulina et al., 2006) 
 
4.4. Detección de proteínas apoptóticas Caspasa-3, Caspasa-7 y p53: Western Blot es una 
técnica analítica que permite detectar proteínas específicas mediante el uso de anticuerpos. Los 
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anticuerpos son proteínas producidas por el sistema inmune de un animal (inmunoglobulinas) 
que son capaces de detectar proteínas ajenas (antígenos) y unirse específicamente a ellas. 
La finalidad de este estudio es identificar algunas de las proteínas que se activan durante el 
proceso de apoptosis en la línea celular MDA MB-231 TP53-R280K. 
La apoptosis se puede llevar a cabo a través de dos rutas;  ruta extrínseca o intrínseca, según la 
participación de caspasa-8 o caspasa-9, respectivamente. Tanto la vía intrínseca como la 
extrínseca implican la activación de caspasas efectoras 3 y 7, que degradan otros sustratos 
proteicos dentro de las células para disparar los procesos apoptóticos. (Rojas, Salmen & 
Berrueta, 2009) 
La caspasa-3 es el principal ejecutor de la muerte apoptótica. Por el contrario, la caspasa-7 no 
tiene un papel significativo en la sensibilidad a la muerte celular intrínseca, pero es responsable 
de la producción de ROS y el desprendimiento de células de la matriz extracelular. (Brentnall et 
al., 2013) 
De acuerdo a los estudios que utilizan células de ratones nulos CASP-3, así como líneas celulares 
transformadas sin caspasa-3, han demostrado que la caspasa-3 es importante para eventos como 
la degradación del ADN, la condensación nuclear, la formación de vesículas en la membrana 
plasmática y la proteólisis de ciertos sustratos de caspasa, mientras que la caspasa-7 desempeña 
un papel más como regulador de la activación de caspasas dentro de la cascada de caspasas en 
lugar de como caspasa destructiva en la fase final del proceso apoptótico. (Slee, Adrain  & 
Martin, 2005)   
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En la figura 5 se muestran las bandas de western blot para p53, caspasa-3 y caspasa-7 activadas 
en las células MDA MB-231 TP53-R280K bajo el efecto de los flavonoides CHA1 y CHA2.  
 
Figura  5.  Expresión de las proteínas p53, Caspasa-3 y caspasa-7 en células MDA MB-231 TP53-R280K  tratadas 
con Vincristina, CHA1 y CHA2 a 48 horas. Control de carga α-tubulina. 
 
Con  base en los resultados, se puede decir que después de 48 horas de estar las proteínas 
expuestas a los compuestos CHA1 y CHA2, la concentración de p53 en comparación al control 
es baja, debido a que la mutación provoca la pérdida de heterocigosidad, dando a lugar una 
deficiencia de la función original, en este caso, como supresor de tumores (Gómez, 2019), 
adicional a esto, como se mencionó previamente la sustitución del residuo de arginina por lisina 
afectó significativamente la estabilidad de p53 y por ende su eficiencia de unión al ADN (Gomes 
et al., 2018). CHA1 mostró un nivel más bajo de proteína en comparación a la CHA2 debido a su 
potencial efecto citotóxico.  
Por otra parte, las caspasas efectoras 3 y 7 al ser tratadas con los flavonoides CHA1 y CHA2 
muestran mayor concentración que el control, lo cual indica que evidentemente hay un proceso 
de apoptosis, estos hallazgos sugieren la participación de vías apoptóticas detrás de la propiedad 
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antiproliferativa (Fatima et al., 2016). Los niveles de caspasa-7 fueron menores en relación a la 
caspasa-3, esto podría deberse a que la caspasa-3 degrada al ADN y como consecuencia provoca 
la rotura de la célula en fragmentos celulares independientes, por ende, es el principal ejecutor de 
la muerte apoptótica (Slee, Adrain  & Martin, 2005) y debe expresarse en mayor proporción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Vicerrectoría de Investigaciones U.D.C.A| Formato de presentación de proyecto de grado 
 Página 53 
 
CONCLUSIONES 
 
Los flavonoides CHA1 y CHA2 aislados de las inflorescencias de la especie vegetal 
Chromolaena tacotana mostraron potencial anti-cancer frente a las células CMTN 
independientes del estado de p53. 
Los compuestos CHA1, CHA2 y quercetina presentaron efectos citotóxicos frente a las células 
MB-231 TP53-KO con valores de IC50 de 11,29 μg/mL, 11,98 μg/mL y 21,39 μg/mL 
respectivamente, mientras que para la línea celular MDA MB-231 TP53-R280K fueron 12,6 
μg/mL, 13,94 μg/mL y 28,51 μg/mL para CHA1, CHA2 y quercetina respectivamente, el 
compuesto CHA1 mostró mayor efecto citotóxico frente a la CHA2, mientras que la quercetina 
mostró  una diferencia significativa en relación a CHA1 y CHA2. 
Se evidenció afectación de los microtúbulos y núcleos en las células MDA MB-231 TP53-
R280K y MDA MB-231 TP53-KO a causa del efecto de CHA1 y CHA2. 
En las células MDA MB-231 TP53-R280K y MDA MB-231 TP53-KO se presentaron 
alteraciones en la permeabilidad mitocondrial lo cual conllevo a la pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial a causa de los efectos de CHA1 y CHA2. 
Los flavonoides CHA1 y CHA2 activaron las proteínas caspasa-3 y caspasa-7 responsables de la 
muerte celular en células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231 TP53-R280K.  
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RECOMENDACIONES 
 
Evaluar la actividad genotóxica de los flavonoides CHA1 y CHA2 en células MDA MB-231 
TP53-R280K y MDA MB-231 TP53-KO con el fin de determinar el daño al material genético, lo 
cual sería un biomarcador ideal para el estudio sobre el cáncer.  
Se aconseja evaluar el efecto anticancerígeno de estos compuestos de estudio en otro tipo de 
células como las de próstata (PC-3), ya que el cáncer de próstata se ha convertido en la neoplasia 
maligna más común entre los hombres.  
De igual manera se sugiere realizar otros estudios de actividad biológica como antifúngica y anti-
bactericida de los flavonoides CHA1 y CHA2, debido a que exhiben una amplia gama de efectos 
biológicos debido a sus dos sistemas aromáticos, sitios activos en los cuales se pueden realizar 
diversos tipos de sustituciones, las cuales impiden el crecimiento de agentes microbianos y 
virales. 
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ANEXOS 
ANEXO 1: Resultados del IC50, ecuación de la recta y coeficiente de correlación de los flavonoides de las 
inflorescencias de C. tacotana en las líneas celulares MDA MB-231 TP53-R280K, MDA MB-231 TP53-KO y 
MRC5 respectivamente.  
 
FLAVONOIDE ECUACIÓN  R
2
 IC50 
CHA1 y = 0,0314x
2
 - 3,1311x + 84,461 0,8786 
 
12,59 
CHA2 y = 0,0351x
2
 - 3,5119x + 92,138 0,941 
 
13,94 
 
FLAVONOIDE ECUACIÓN  R
2
 IC50 
CHA1 y = 0,0306x
2
 - 2,9586x + 79,507 
 
0,7406 11,29 
CHA2 y = 0,0284x
2
 - 2,8916x + 80,571 
 
0,7795 11,98 
 
FLAVONOIDE ECUACIÓN  R
2
 IC50 
CHA1 y = 0,016x2 - 1,8966x + 93,919 0,9524 
 
31,56 
CHA2 y = 0,0198x2 - 2,1155x + 90,919 
 
0,9008 
 
25,36 
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ANEXO 2: Análisis estadístico entre MDA MB-231 TP53-R280K y MDA MB-231 TP53-KO para los flavonoides: 
Quercetina, CHA1 y CHA2. Los valores significativos son representados como (p <0,0001**** IC: 99,9%).  
 
Sidak's multiple comparisons test Mean Diff. 99,9% CI of diff, Significant? 
p<0,0001? 
Summary 
 
Q R280K vs. CHA1 R280K 15,91 11,55 to 20,27 Yes **** 
Q R280K vs. CHA2 R280K 14,57 13,67 to 15,47 Yes **** 
CHA1 R280K vs. CHA2 R280K -1,338 -6,542 to 3,867 No ns 
Q KO vs. CHA1 KO 10,1 6,201 to 14,00 Yes **** 
Q KO vs. CHA2 KO 9,412 5,492 to 13,33 Yes **** 
CHA1 KO vs. CHA2 KO -0,6875 -3,304 to 1,929 No ns 
Q R280K vs. Q KO 7,118 3,642 to 10,59 Yes *** 
CHA1 R280K vs. CHA1 KO 1,308 -3,123 to 5,738 No * 
CHA2 R280K vs. CHA2 KO 1,958 -0,1196 to 4,035 No ** 
 
ANEXO 3: Análisis estadístico de la línea celular MDA MB-231 TP53-R280K para los flavonoides: Quercetina, 
CHA1 y CHA2. Los valores significativos son representados como (p <0,0001**** IC: 99,9%). 
 
Tukey's multiple comparisons test 
(MDA MB-231 TP53-R280K) 
 
Mean 
Diff. 
99,9% CI of 
diff, 
Significant? 
p<0,0001? 
Summary 
 
Q  vs. CHA1  15,91 13,21 to 18,61 Yes **** 
Q  vs. CHA2  14,57 14,02 to 15,13 Yes **** 
CHA1 vs. CHA2  -1,338 -4,565 to 1,890 No * 
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ANEXO 4: Análisis estadístico de la línea celular MDA MB-231 TP53-KO para los flavonoides: Quercetina, CHA1 
y CHA2. Los valores significativos son representados como (p <0,0001**** IC: 99,9%). 
 
Tukey's multiple comparisons test ( 
MDA MB-231 TP53-KO) 
 
Mean Diff. 99,9% CI of 
diff, 
Significant? 
p<0,0001? 
Summary 
 
Q  vs. CHA1  10,1 7,682 to 12,52 Yes **** 
Q  vs. CHA2  9,412 6,981 to 11,84 Yes **** 
CHA1 vs. CHA2  -0,6875 -2,310 to 0,9352 No * 
 
